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Judul   : Deteksi Koi Harpes Virus (KHV) Pada Ikan Mas Koi  
     (Cyprinus carpio L) Dengan Menggunakan Metode Aplikasi  
     Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 
 Skripsi ini membahas tentang deteksi koi harpes virus (KHV) pada ikan mas koi 
(Cyprinus carpio L) Dengan Menggunakan Metode Aplikasi Polymerase Chain Reaction 
(PCR). Tujuan penelitian ini yaitu untuk mengetahui tingkat serangan dari virus golongan 
harpesviridae yang menyebabkan KHV pada ikan mas koi (Cyprinus carpio L)dengan 
menggunakan metode aplikasi PCR di Balai Besar Karantian Ikan Hasanuddin Makassar. 
Metode penelitian yang digunakan adalah deskriptif yang berupa foto polaroid. Hasil yang 
diperoleh serangan terinfeksi ringan dengan hasil  290 bp, serangan terinfeksi sedang dengan 
hasil 290 bp dan 440 bp, serangan terinfeksi berat dengan hasil 290 bp, 440 bp dan 630 bp. 







Names of Editors : Arfan Arifuddin 
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Title   : Detection of Koi Harpes Virus (KHV) The Goldfish Koi 
                                    (Cyprinus carpio L.) by Using Application Method  
      Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 
This thesis discusses the detection of koi harpes virus (KHV) in koi carp (Cyprinus carpio L) 
Application Method Using the Polymerase Chain Reaction (PCR). The purpose of this study 
is to determine the level of virus attacks causing harpesviridae group KHV Koi carp 
(Cyprinus carpio L.) using PCR applications in the Central Fish Karantian Hasanuddin 
Makassar. The research method used is descriptive with pictures PCR of Polaroid 
photographs. The results obtained with the results of attacks lightly infected 290 bp, 
the attack was infected with the results of 290 bp and 440 bp, with the result of severe 
infection attack 290 bp 440 bp and 630 bp. 
 






A.  Latar Belakang 
 Di Indonesia  budidaya ikan air tawar berperan penting sebagai salah satu 
sumber protein bagi masyarakat. Budidaya laut merupakan salah satu yang penting 
untuk pendapatan luar negeri.  Budidaya ikan air tawar terutama ikan mas (Cyprinus 
carpio), ikan nila (Oreochromis niloticus) dan ikan patin (Pegassius sp) mengalami 
peningkatan produksi disemua Negara, karena ikan-ikan ini memiliki nilai jual bagi 
petani untuk mendapatkan keuntungan dengan teknik sederhana dan investasi kecil.1
Budidaya ikan air tawar yang menjadi komoditi terbesar di Indonesia saat ini 
adalah ikan mas (Cyprinus carpio) dan  koi (Cyprinus carpio L). Ikan mas merupakan 
komoditas penting dalam perikanan air tawar. Beberapa  sumber mengatakan bahwa 
ikan mas sudah ada dikawasan Indonesia sejak zaman dahulu, sejak zaman 
pemerintahan Kerajaan Majapahit pada abad ke-11. Beberapa sumber lainnya 
mengatakan bahwa ikan omnivora ini bukanlah ikan asli dari Indonesia. Ikan 
diintroduksi dari berbagai negara pada pertengahan abad ke-19. Budidaya ikan mas di 
Indonesia dimulai pada saat tersebut dan ikan mas yang sekarang dikenal diduga 
merupakan keturunan ikan mas yang berasal dari China, Eropa, Taiwan, Jepang. 
Disamping budidaya ikan mas untuk konsumsi ada juga dikenal budidaya ikan mas 
 
                                                             
1 Kei Yuasa dkk, Panduan Diagnosa Penyakit Ikan  (Cet I : Departemen Perikanan dan Kelautan, 2003) 
hal : 1 
2 
 
hias yakni koi. Sama halnya dengan ikan mas, ikan koi (Cyprinus carpio L)bukan    
ikan hias jenis baru. Sejak tahun 1975, koi sudah dikenal sebagai ikan hias yang 
diusahakan oleh  petani ikan mas di Cirasat, Sukabumi, Jawa Barat. Hanya saja, koi 
masih merupakan ikan seleksi dari ikan mas yang dipakai untuk lauk. Sejalan dengan 
perkembangan zaman, kini sudah banyak anggota masyarakat yang secara khusus 
membudidayakan koi dan tidak lagi didominasi oleh petani ikan disalah satu wilayah 
tetapi sudah menyebar ke seluruh wilayah karena proses pemeliharaannya yang 
sangat sederhana yaitu memelihara ikan di kolam pekarangan tanpa diberi pakan 
tambahan dan hanya mengandalkan pakan alami saja.2
Bisnis budidaya ikan koi (Cyprinus carpio L) saat ini mengalami 
perkembangan yang pesat disamping budidaya ikan untuk konsumsi. Meskipun 
budidaya ikan mas dan koi sudah lama dikenal namun baru berkembang sekitar 8 
tahun yang lalu. Hal ini dapat dilihat dari produksi tahunan ikan mas yang ditaksir 
mencapai 75.322 ton/tahun. Sebagian dari produksinya atau 50% produksi tahunan 
ini disumbang oleh Jawa Barat melalui pemeliharaan ikan dikolam air yang mengalir 
intensif dan sistem keramba jaring apung. Di Sulawesi Selatan sendiri ikan mas 
merupakan komoditi unggulan. Berdasarkan lalu lintas koi tahun 2007 sampai 2009, 
diketahui adanya frekuensi pengiriman komoditi ikan mencapai 37 kali dengan 
jumlah total 2.621 ekor, pada tahun 2008 meningkat menjadi 39 kali dengan jumlah 
 
                                                             
2 Heru Susanto. Panduan Memelihara Koi (Cet II : Swadaya, 2008) hal : 5 
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total 2.705 ekor dan meningkat lagi pada tahun 2009 menjadi 55 kali dengan jumlah 
4.844 ekor.2F3 
Maha Besar Allah SWT yang telah menciptakan bermacam-macam makhluk 
didunia ini, tak terkecuali manusia merupakan ciptaannya yang sempurna dari 
makhluknya yang lain seperti hewan dan tumbuhan. Khusus Allah SWT menciptakan 
hewan bermacam-macam bentuknya baik yang hidup didarat, maupun dilaut agar 
dapat dimanfaatkan oleh manusia untuk kelangsungan hidupnya, hal ini sesuai 
dengan firman Allah SWT dalam surat An Nahl ayat 12 dan 13 : 
                    
                
     
Artinya : Dan Dia menundukkan malam dan siang matahari dan bulan 
untukmu. Dan bintang-bintang itu ditundukkan (untukmu) dengan perintah-Nya. 
Sesungguhnya pada demikian itu benar-benar ada tanda-tanda (kekuasaan Allah) bagi 
kaum yang memahaminya, dan Dia menundukkan pula) apa yang Dia ciptakan untuk 
kamu dibumi ini dengan berlain-lainan macamnya. Sesungguhnya pada demikian itu 
benar-benar terdapat tanda (kekuasaan Allah) bagi kaum yang mengambil pelajaran3F4 
 
Allah SWT menciptakan Bumi dan Langit untuk kepentingan manusia itu 
sendiri, karena di dalamnya disediakan segala macam kebutuhan manusia dalam 
kehidupannya, sebagai hamba Allah sudah selayaknya manusia memahami, 
memikirkan dan menghayati segala macam ciptaan Allah karena hanya orang-orang 
yang bertakwalah yang akan mensyukuri semua ciptaan-Nya, Allah memperlihatkan 
                                                             
3 Kei Yuasa dkk, Panduan Diagnosis Penyakit  Pada Ikan (Cet  I : Departemen Perikanan dan 
Kelautan, 2003) hal : 2 
4 Syekh Saleh ibn Abdul Asiz ibn Muhammad Al Syekh, Tafsir Al Quran dan Terjemahannya (Cet 32 : 
Departemen Agama RI). Hal :401.  
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kekuasaannya kepada kaum manusia agar mereka jangan menyekutukan-Nya dengan 
sesuatu dan agar manusia bisa terhindar dari kehinaan di hari akhir. 
Peningkatan produksi  yang ditunjukkan setiap tahunnya jelas memberikan 
gambaran begitu  pesatnya perkembangan  bisnis budidaya ikan hias ini, sehingga 
saat ini ikan tersebut menjadi komoditi unggulan di Indonesia dan banyak 
dibudidayakan oleh masyarakat kita, akan tetapi seiring dengan hal tersebut banyak 
pula kendala yang harus dihadapi dalam proses pemeliharaan dan produksinya, 
diantaranya hama dan penyakit. Hama yang menyerang mengakibatkan ikan menjadi 
terganggu kehidupannya. Salah satu penyakit paling berbahaya dan menimbulkan 
kerugian yang sangat besar dalam kegiatan ini adalah penyakit KHV. Koi Harpes 
Virus (KHV) merupakan penyakit virus yang menyerang ikan mas dan koi. Sejak 
terjadinya wabah ikan mas yang disebabkan oleh KHV pada tahun 2002 produksi 
ikan mas di Indonesia mengalami penurunan produksi hingga sekarang. Infeksi KHV 
yang bermula terjadi di Pulau Jawa telah menyebar ke Bali, Sumatera, dan 
Kalimantan Selatan. Bahkan pada tahun  2005 kasus KHV telah menyerang ikan mas 
pada kegiatan budidaya ikan di danau Toba, yang kemudian diikuti dengan adanya 
larangan untuk mengirimkan ikan mas ke Pulau Sumatera yang merupakan kawasan 
karantina. Penyebaran KHV di Propinsi Sulawesi Selatan pada Ikan Mas hasil 
Budidaya, berdasarkan data hasil pemantauan Balai Besar Karantina Ikan Makassar 
pada tahun 2007 dan 2008, menunjukkan bahwa Propinsi Sulawesi Selatan masih 
bebas KHV. Namun pada tahun 2009, hasil pemantauan menunnjukkan bahwa 
5 
 
terdapat beberapa kabupaten yang telah terjangkit penyakit KHV yaitu Luwu Utara, 
Enrekang, Wajo, Sidrap, Bulukumba dan Toraja.5
Koi Harpes Virus (KHV) adalah salah satu penyakit yang digolongkan 
sebagai penyakit utama di Indonesia oleh Komisi Nasional Kesehatan Ikan. Selain 
itu, KHV merupakan Hama Penyakit Ikan Golongan I sesuai Surat Keputusan 
Menteri kelautan dan Perikanan Nomor KEP.03/MEN/2010 tentang penetapan 




Mengingat dampak yang ditimbulkan oleh serangan KHV mengakibatkan 
kerugian yang sangat besar dalam kegiatan produksi ikan mas, maka diperukan 
diagnosis secara cepat dan akurat dalam penanganan masalah diagnosis penyakit. 
Perkembangan iptek dalam bidang biologi molekuler dengan teknik polymerase chain 
reaction (PCR) dapat membantu untuk mendeteksi virus secara cepat dan tepat. 
Teknik PCR pertama kali diperkenalkan oleh DR. Kary Banks Mullis pada tahun 
1985 dan meraih hadiah nobel pada tahun 1993. Penemuan Mullis mengenai reaksi 
rantai polimerase ini benar-benar merupakan salah satu tonggak revolusi dalam 
genetika molekuler. Teknik ini memungkinkan pendekatan-pendekatan baru dalam 
studi dan analisis gen. PCR memungkinkan para ilmuwan menciptakan suatu 
rangkaian materi genetik yang cukup panjang untuk kepentingan sebuah studi atau 
 
                                                             
5 Mudjiutami E, dkk, Pemanfaatan Immunostimulan Untuk Pengendalian Penyakit Pada Ikan Mas. Cet 
IV : Departemen Perikanan dan Kelautan 2005). Hal : 9. 
6 Kei Yuasa, Panduan Diagnosa Penyakit Pada Ikan(Cet I  : Departemen Perikanan dan Kelautan, 




penelitian. Metode Mullis sederhana, tetapi sangat efektif. Teknik PCR ini 
mengeksploitasi berbagai sifat alami replikasi DNA. Langkah pertama, Mullis 
memanaskan sampel DNA berserat ganda pada temperatur mendekati titik didih 
untuk mendapatkan dua helai DNA berserat tunggal. Kemudian ia menambahkan dua 
rangkaian pendek DNA yang terikat pada ujung komplementer masing-masing 
helaian. Hal tersebut menandai tempat rangkaian nukleotida yang diinginkan Mullis 
kemudian ia menambahkan nukleotida bebas dan enzim polimerase (suatu protein 
yang dapat mempercepat sebuah reaksi kimia), dan bergabung dengan nukleotida 
target. Singkatnya, teknik PCR memungkinkan kerja polimerase-DNA dapat 
diarahkan untuk sintesis wilayah DNA tertentu. Selanjutnya Mullis dapat dengan 
mudah membuat salinan dari rangkaian DNA yang diinginkannya dengan melakukan 
proses tersebut berulang-ulang. Proses ini memungkinkan Mullis untuk membuat 
berjuta-juta salinan DNA hanya dalam waktu beberapa jam. Kelebihan yang dimiliki 
metode PCR ini selain dapat menggandakan salinan DNA dalam jumlah yang banyak  
dalam tempo waktu yang singkat, juga memiliki sensivitas dan speksifitas yang tinggi 
karena dapat mendeteksi mikroorganisme pada tingkat DNA-nya dan mampu 
meningkatkan jumlah DNA-nya sampai , metode ini juga dapat memperjelas 
semua bagian-bagian dari DNA atau RNA virus, sehingga virus dapat dideteksi 
walaupun dalam kondisi ketidakmurnian, bila dibandingkan dengan metode kultur sel 
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yang sebelumnya digunakan untuk mendeteksi virus yang memerlukan waktu yang 
relative lebih lama dan memerlukan keahlian khusus.7
B. Rumusan Masalah 
 
Berdasarkan uraian diatas, maka penelitian ini difokuskan pada aplikasi 
metode PCR, dengan judul Deteksi Koi Harpes Virus (KHV) Pada Ikan Mas Koi 
(Cyprinus carpio L) Dengan Menggunakan Aplikasi Metode PCR.  
  Berdasarkan latar belakang, maka rumusan masalah pada penelitian ini 
adalah bagaimana metode aplikasi PCR (Polymerase Chain Reaction) dapat 
mendeteksi tingkat serangan KHV yang termasuk dalam golongan virus harpesviridae 
pada ikan mas koi (Cyprinus carpio L). 
C. Tujuan 
Tujuan pada penelitian ini adalah untuk mendeteksi tingkat serangan dari 
virus golongan harpesviridae yang menyebabkan KHV pada ikan mas koi (Cyprinus 
carpio L) dengan menggunakan metode aplikasi PCR di Balai Besar Karantina Ikan 
Hasanuddin Makassar. 
D. Manfaat Penelitian 
1. Sebagai pilihan alternatif dalam mendeteksi virus secara dini dengan sensivitas 
dan spesifitas dengan kecepatan tinggi. 
2. Sebagai sumber informasi kepada masyarakat khususnya masyarakat 
pembudidaya ikan mas koi tentang bahaya penularan virus KHV, sehingga virus 
                                                             
7 R.A Laksmi 2008. Sejarah Penemuan PCR. Http//www.biografiteladan.com. Diaskses 23 Juni 2010 
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dapat dideteksi sedini mungkin dan juga dapat mengantisipasi kerugian yang 
akan ditimbulkan sebelumnya. 
3. Sebagai bekal pengetahuan dan pengalaman tambahan kepada penulis dalam 
rangka pengembangan potensi diri. 








A. Gambaran Umum KHV 
1. Morfologi 
Virus merupakan agensia infeksi non-seluler dan hanya dapat melakukan 
multiplikasi dalam sel inang. Virus berukuran sangat kecil yaitu bervariasi dari 18-
200 nm), sehingga hanya dapat dilihat dengan bantuan mikroskop electron. Berbeda 
dengan parasit intraseluler lainnya seperti rikettsiae, clamydia dan myoplasma, virus 
menggunakan sel inang sepenuhnya untuk reproduksinya karena virus harus mampu 
berpindah dari inang satu ke lainnya, menginfeksi dan replikasi pada inang yang 
sesuai.8
Satu partikel virus disebut sebagai virion, mengandung suatu genom (materi 
asam nukleat) yang diselubungi oleh bungkus protein. Asam nukleat yang dijumpai 
pada partikel virus dapat berupa DNA atau RNA tetapi bukan keduanya, dengan 
benang tunggal atau ganda, linear atau bersegmen, atau mungkin pula sirkuler. 
Bungkus (sampul) virus disebut sebagai kapsid dan terkadang disertai perluasan yang  
disebut peplomer-peplomer. Kapsid tersusun atas unit-unit morfologi yang disebut 
kapsomer. Tipe kapsomer sendiri tersusun atas unit-unit yang disebut sebagai 
 
                                                             





Klasifikasi virus yang lebih tua didasarkan pada symtomatology, misalnya 
untuk virus yang menyebabkan penyakit-penyakit pada sistem pernapasan. Sistem 
klasifikasi ini relative lebih muda, namun tidak banyak diterima oleh para ilmuwan 
karena ada beberapa virus yang menyebabkan lebih dari satu penyakit, tergantung 
dari jaringan yang terinfeksi. KHV sebagai salah satu bentuk virus yang tergolong 
dalam famili harpesviridae adalah satu dari sekian banyak virus  yang menyebabkan 
penyakit pada sistem pernapasan. Para peneliti virus akhirnya membuat sistem 
klasifikasi baru pada tahun 1966, dengan membentuk International Committee on 
The Raxonomy of Viruses (ICTV). ICTV mengelompokkan virus menjadi beberapa 
famili berdasarkan, tipe asam nukleat, strategi replikasi dan morfologi. Akhiran –
virus yang digunakan untuk genus (marga). Nama family (suku) berakhiran dengan 
viridae, dan nama ordo (bangsa)berakhiran –ales, spisies virus adalah kelompok virus 
yang membagi informasi genetic dan niche ekologi yang sama.
 
10
Koi Harpes Virus (KHV), merupakan penyebab penyakit infeksi yang 
menyerang populasi ikan mas (Cyprinus carpio) dan mas koi (Cyprinus carpio L). 
wabah berlangsung mulai awal tahun 2002, dan berkembang menjadi epizootik ketika 
terjadi ledakan penyakit di Blitar pada bulan Maret 2002 dan berlangsung hingga 
beberapa bulan kemudian (Depratemen Kelautan dan Perikanan, 2003). Epizootik 
KHV telah menghancurkan budidaya ikan mas dan koi di Indonesia, terutama di 
 
                                                             
9Ibid, hal : 109. 
10Silvia T.Pratiwi S.Si,.M.Sc,.Ph.D. Mikrobiologi Farmasi (Cet I : Erlangga, 2008) hal : 67. 
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Jawa, Bali dan Sumatera bagian selatan, karena menyebabkan kematian hingga 100% 
dalam masa satu minggu setelah munculnya gejala-gejala klinis. Nilai kematian 
tersebut jauh diatas rata-rata kematian yang disebabkan oleh wabah penyakit yang 
terjadi sebelumnya. Wabah KHV tersebut menjadi akibat impor ikan yang terinfeksi 
dan segera meluas menjadi epizootik.11 
     
Gambar 1. KHV (Koi Harpes Virus) Pada Organ Insang. 
KHV memiliki ukuran diameter 170-230 nm, sedangkan inti virus berukuran 
100-110 nm dengan bentuk icohedral . Partikel inti ditemukan juga berbentuk circular 
atau poligonal dengan diameter 78-84 nm dan ekstraseluler virus terbungkus sebagai 
virion matang dengan diameter sekitar 133 nm. Hasil pemotongan tipis pellet virus 
yang telah dimurnikan menunjukkan adanya partikel yang terbungkus dengan 
struktur seperti benang pada permukaan inti. Antara pembungkus dengan 
                                                             




nucleocapsid dipisahkan oleh celah electron-lucen sekitar 10 nm. KHV juga berisi 
daerah padat-elektron asimetrik yang relatif kecil di dalam inti viral yang 
kemungkinan merupakan DNA genomik dan kompleks nucleoprote. Virus ini 
memiliki kepadatan bouyant sebesar 1.16 g/ml dapat dipurifikasi menggunakan 
sentrifugasi pada gradient sukrosa dengan pita 37-39% sukrosa.12
2. Identifikasi dan karakterisasi      
 
Berdasarkan isolasi virus dengan menggunakan galur sel sirip koi (KF-1) 
yang identik dengan virus yang ditemukan pada jaringan ikan yang terinfeksi, 
Hedrick dan koleganya telah menyebut virus ini sebagai Koi Herpes virus (KHV). 
Namun dengan menggunakan genome virus yang diisolasi telah ditemukan virus ini 
memiliki DNA viral yang sangat berbeda dan molekul DNA untai ganda (dsDNA) 
sebesar 270-290 kbp (Hutoran, et al., 2005) yang menunjukkan ukuran yang lebih 
besar dibandingkan dengan herpesvirus lain yang sudah diketahui yaitu 120-240 kbp 
(McGeoch, et al., 2000).13
 Karakteristik yang berbeda dengan yang ditunjukkan oleh famili herpesvirus 
dan berdasarkan pathobiologi penyakit ini pada ikan mas dengan menggunakan 
immunohistokimia, virus ini disebut juga sebagai Carp Interstitial Nephritis and Gill 
Necrosis Virus (CNGV) (Dishon, et al., 2002, Pikarsky, et al., 2004). Penentuan 
kedekatan virus ini dengan menggunakan analisis sequence dibandingkan dengan tiga 
famili herpesviridae yaitu pox herpesvirus ikan mas (Cyprinid herpesvirus 1, CyHV-
 
                                                             
12Agus Darmawan. 2009. Koi Harpes Virus (KHV) Penyebab Kematian Massal Pada Ikan Mas dan 




1), haematopoietic necrosis herpesvirus ikan mas koki (Cyprinid herpesvirus 2, 
CyHV-2) dan channel catfish virus (Ictalurid herpesvirus 1, IcHV-1), telah 
menunjukkan virus ini berkerabat dengan dengan CyHV-1 dan CyHV2 dan diusulkan 
dengan nama Cyprinid herpesvirus 3 (CyHV-3) (Waltzek, et al., 2005). Virus ini juga 
diusulkan untuk dikelompokkan bersama herpesvirus akuatik lainnya sebagai 
alloherpesviridae (Ilouze, et al., 2006b) diluar famili herpesviridae klasik yang sudah 
dikenal memiliki tiga subfamili Alpha-, Beta-, dan Gammaherpesvirinae (McGeoch, 
et al., 2000). Namun demikian secara umum, virus ini telah lebih dikenal sebagai 
KHV seperti penamaan pertama kalinya.14
Ilouze, et al. (2006a) menyebutkan KHV telah dapat dikonfirmasi sebagai 
agen penyebab penyakit massal yang menyebabkan kematian pada ikan mas dan koi 
berdasarkan pada data, sebagai berikut: 1) virus dapat diisolasi dari ikan yang sakit 
dan tidak dari ikan yang sehat (naive specimen), 2) inokulasi virus yang ditumbuhkan 
pada media sel sirip koi (KFC) dan menyebabkan sakit yang sama pada naive 
specimen, 3) ko-kultivasi sel ginjal dari spesimen yang diinduksi penyakit dapat 
menghasilkan virus yang sama ketika ditumbuhkan pada media KFC, 4) transfer virus 
dari ikan sakit ke media kultur sirip ikan mas (CFC) dalam tiga siklus dapat 
dilakukan, 5) isolasi virus yang diklon pada kultur jaringan dapat menginduksi 
penyakit yang sama pada ikan, 6) sera kelinci yang dibuat untuk melawan virus yang 
dimurnikan dapat berinteraksi secara spesifik dengan jaringan yang berasal baik dari 
ikan yang diinfeksi pada eksperimen ataupun dari ikan sakit dari kolam, dan 7) DNA 
 




viral telah didentifikasi pada KFC yang dinfeksi dan pada ikan sakit tetapi tidak dari 
ikan sehat. Identifikasi awal KHV ini telah memudahkan diagnosis penyakit dengan 
infeksi KFC, PCR dan metode immunologi (Ilouze, et al., 2006a).15
KHV memiliki 31 polipeptida virion dimana 12 diantaranya memiliki berat 
molekul yang sama dengan herpesvirus cyprini (CHV) dan 10 virion sama dengan 
channel catfish virus (CCV) (Gilad, et al., 2002). Genom KHV adalah molekul linear 
dsDNA dengan ukuran sekitar 270-290 kbp dan berbeda dibandingkan dengan 
herpesvirus lain yang sudah diketahui, diantaranya vaccinia virus (sekitar 185 kbp) 
dan herpes simplex virus type 1 (sekitar 150 kbp).. KHV memiliki dua gen yang 
belum pernah didapatkan pada genome anggota herpesviridae, yaitu: thymidylate 
kinase (TmpK), serine protease inhibitor (Ilouze, et al., 2006a), dan menghasilkan 
sekurangnya empat gen yang mengkode protein yang sama dengan yang 
diekspresikan oleh virus pox, yaitu: thymidylate kinase (TmpK), ribonucleotide 
reductase (RNR), thymidine kinase (TK) dan B22R-like gene. Sekuen TK telah 
diisolasi dan dikembangkan untuk analisis PCR dan dapat mengamplifikasi fragmen 
template DNA KHV pada 409 bp dan tidak dapat mengamplifikasi fragment template 
CCV, CHV ataupun galur sel KF-1.
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3. Gejala Klinis Serangan KHV 
Koi dan ikan mas yang terserang KHV pada umumnya menunjukkan tanda 
putih disekitar selaput insang. Ikan seringkali berenang di permukaan dan 
menunjukkan gangguan pernapasan. Tanda lainnya seperti mata tenggelam atau 
masuk, luka pada sekujur tubuh, lendir, yang berlebihan dan kulit yang pucat. Namun 
beberapa ikan yang terinfeksi bisa saja tidak menunjukkan tanda-tanda yang terlihat 
dengan kasat mata.17
Infeksi KHV ditandai terutama oleh adanya bercak merah atau kerusakan 
insang serta kematian massal ikan yang terserang. Selain itu biasanya diikuti oleh 
adanya infeksi sekunder berupa luka atau bercak putih di permukaan tubuh yang 
diinfeksi oleh bakteri bakteri seperti Aeromonas hydrophilia ataupun Flexibacter 
columunaris. Hingga kini penyakit virus sulit untuk diberikan perlakuan pengobatan 
karena virus berada dalam inti sel. Perubahan yang utama terlihat di insang. Sel-sel 
respiratori pada lamella membesar dan neksrosis dengan inti yang mengalami 
degenarasi (marginal cromatosis) dan terbentuk intercelulear inclutation  body diikuti 
dengan bergabungnya lamella karena perbanyakan sel-sel epitel intralamela 
(Septiana, 2008). Sedangkan menurut Sulmartiwi (2006), pada sitoplasma ditemukan 
partikel-like virus yang terdapat pada ginjal ikan koi, hal yang sama juga ditemukan 
pada sitoplasma organ lain. Pada sitoplasma juga ditemukan vakuola yang jumlahnya 
berukuran besar, diduga adalah kerusakan yang disebabkan oleh virus. Perelberg et al 
 
                                                             
17Gilda, Lio. Koi Harpes Virus (KHV)Diagnosa, Pencegahan dan Pengendalian. (Cet V : Departement 
Aquakultur Asia Tenggara Tigbauhan Illoho. 2008. 
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(2003) menyatakan bahwa secara histology, perubahan patologi yang jelas dapat 
diamati pada ikan yang terinfeksi KHV. Perubahan yang paling nyata adalah adanya 
lesi yang ditemukan pada insang dan ginjal. Biasa ditemukan hiperlasia parah, 
lamella mengalami fusi dan adhesive dari filamen insang. Sel-sel nekrosis terlihat 
pada jaringan hati. Badan inklusi terlihat di dalam glomerolus ginjal.18
4. Penyebaran KHV 
 
Kematian massal pada budidaya ikan mas dan koi (Cyprinus carpio) telah 
dilaporkan terjadi di Israel sejak musim semi tahun 1998. Pada awalnya terdapat di 
tempat budidaya yang terinfeksi yang terletak di Carmel Shore, tapi 3 tahun 
berikutnya telah menyebar hampir 90%  di semua tempat pembudidayaan ikan mas, 
mulai dari Israel Utara hingga ke Selatan bagian Tengah. Sejak tahun 2008, kejadian 
yang sama terjadi setiap musim semi dan musim gugur, dimana temperature air 
mencapai 22 - 26ºC. Angka kematian mencapai 80 – 90% baik benih maupun ukuran 
komsumsi sehingga mengakibatkan kerugian ekonomi yang cukup besar di Israel. 
Kasus penyakit yang sama dilaporkan terjadi di USA, beberapa Negara di Eropa 
(Jerman, Inggris dan Belanda), Indonesia, Korea dan Jepang.19
Di Asia, KHV menyebabkan kematian ikan koi di Hongkong pada tahun 
2001. Namun kerusakan yang lebih serius yang diakibatkan oleh KHV terjadi di 
Cirata, Indonesia pada tahun 2002 yang kemudian meluas ke seluruh wilayah 
 
                                                             
18Mutjiutami, E.dkk. Pengendalian Penyakit Pada Ikan mas. (Cet IV : Departemen perikanan dan 
Kelautan, 2007. 
19Perelberg A. Epidomiological Descreption of A New Viral Disease Afflicting Cultured Cyprinus 
carpio in Israel (Cet V : California State University, 2005). 
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Indonesia. Pada saat bersamaan, wabah KHV juga terjadi di wilayah utara Taiwan.  
Di Jepang, outbreak KHV pertama kali di Danau Kasumigaura, Oktober – November 
pada tahun 2003, mengakibatkan kematian 1200 ton ikan mas komsumsi yang 
kemudian dilanjutkan pada musim gugur dan semi. KHV juga diketahui telah 
menyerang koi. Di Thailand, KHV pertama kali ditemukan pada Maret 2005. Di 
Singapura KHV di deteksi melalui PCR terhadap koi pada bulan September 2005. 
Pada Februari 2006 KHV PCR positif ditemukan pada 2 peternakan koi yang 
kemudian diisolasikan pada KF1 cell. Di Malaysia tidak terdapat wabah KHV yang 
dilaporkan, namun virus ini terdeteksi pada koi yang diekspor ke Inggris pada tahun 
2000 dan 2001. Pada tahun 2004, koi di Malaysia terdeteksi positif KHV dengan tes 
PCR. Keberhasilan wabah dan penyebaran infeksi KHV menunjukkan pergerakan 
lintas benua dari patogen virus ini. Perdagangan internasional ikan koi menjadi salah 
satu penyebab terbesar dalam penyebaran KHV. Baru- baru ini KHV telah 
dimasukkan sebagai penyakit berbahaya OIE (Office Internastional  des Epizooties) 
sebagai indikasi untuk lebih memperhatikan secara dunia terhadap infeksi virus ini.20
KHV menular secara horizontal diantara ikan mas dan ikan koi dengan masa 
inkubasi 4 -5 hari dan lamanya sakit 24 – 48 jam (perakut). Serangan infeksi KHV 
dapat ditunjukkan dengan adanya lesi-lesi dan tingginya angka kematian. Insang yang 
terserang berwarna merah dan terdapat bercak-bercak berwarna puti, pendarahan 
pada insang, mata yang cekung dan warna tubuh yang pucat. Biasanya infeksi KHV 
ini diikuti dengan infeksi sekunder oleh bakteri terlihat adanya kulit melepuh maupun 
 
                                                             
20 Ibid, hal : 129. 
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luka borok dipermukaan tubuh, kadang-kadang disertai pendarahan pada 
sirip/badan.21
B. Ikan Mas Koi (Cyprinus carpio L) 
 
1. Morfologi 
Suku ikan air tawar ini merupakan yang sangat besar dan terdapat hampir 
disetiap tempat kecuali di daerah Australia, Madagaskar, Selandia Baru, dan Amerika 
Selatan. Anggota ini dibedakan menurut susunan gigi yang terdapat dibagian atas 
tenggorokan yang dikenal sebagai gigi tekak yang berfungsi sebagai gigi pengunyah 
karena ikan jenis ini tidak memiliki gigi geraham. 21F22 
Ikan adalah salah satu ciptaan Allah SWT yang patut disyukuri oleh manusia, 
karena disamping untuk dikomsumsi ikan juga bisa dijadikan sebagai hewan hias 
yang memberikan manfaat bagi manusia baik dari segi sosial maupun ekonomi. 
Semua makhluk ciptaan Allah dimuka bumi ini tidak ada yang diciptakan sia-sia, 
melainkan pasti ada manfaat bagi manusia maupun bagi alam sekitar. Hal ini sesuai 
firman Allah SWT dalam surat Ali Imran ayat 190-191 : 
                       
                       
          
                                                             
21Septiana, dkk. Metode Standar Pemeriksaan Golongan HPIK Virus Koi Harpes Virus (KHV) (Cet VI 
: Pusat Karantina Ikan, 2008. 






Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, dan silih bergantinya malam 
dan siang terdapat tanda-tanda bagi orang-orang yang berakal, (yaitu) orang-orang 
yang mengingat Allah sambil berdiri atau duduk atau dalam keadaan berbaring dan 
mereka memikirkan tentang penciptaan langit dan bumi (seraya berkata): "Ya Tuhan 
kami, tiadalah Engkau menciptakan Ini dengan sia-sia, Maha Suci Engkau, Maka 
peliharalah kami dari siksa neraka22F23. 
 
Ikan koi berbentuk seperti torpedo dengan perangkat gerak berupa sirip. Sirip-
sirip yang melengkapi bentuk morfologi koi adalah sebuah sirip punggung, sepasang 
sirip dada, sepasang sirip perut, sebuah sirip anus, dan sebuah sirip ekor. Untuk bisa 
berfungsi dalam bergerak, sirip ini terdiri atas jari-jari keras, jari-jari lunak, dan 
selaput sirip. Jari-jari keras adalah jari-jari sirip yang kaku dan patah jika 
dibengkokkan. Sebaliknya, jari-jari lunak lentur dan tidak patah jika dibengkokkan 
dan letaknya selalu dibelakang jari-jari keras. Selaput sirip merupakan “sayap” yang 
memungkinkan koi mempunyai tenaga dorong yang lebih kuat ketika berenang. Sirip 
dan sirip ekor hanya mempunyai 3 jari-jari keras dan 20 jari-jari lunak. Sirip perut 
hanya terdiri dari jari-jari lunak. Sirip anus memiliki 3 jari-jari keras dan 5 jari-jari 
lunak. 23F24 
Hewan adalah salah satu ciptaan Allah yang memiliki beragam bentuk dan 
warna yang menjadikannya berbeda satu sama lain meskipun satu ketrurunan dengan 
hewan lainnya misalnya ikan koi ini yang memiliki bentuk yang sama namun berbeda 
warnanya. Allah menciptakannya untuk memberitahukan kepada kita tentang 
                                                             
23Syekh Saleh ibn Abdul Asiz ibn Muhammad Al Syekh, Tafsir Al Quran dan Terjemahannya (Cet 32 
: Departemen Agama RI)hal : 110 
24Heru Susanto, Panduan Memelihara Koi (Cet II : Swadaya, 2008) hal : 13. 
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kemahabesaran-Nya, hal ini sesuai firman Allah SWT dalam surat Faathir ayat 27-28 
: 
                         
                  
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Artinya : Tidakkah kamu melihat bahwasannya Allah menurunkan hujan dari 
langit, lalu Kami hasilkan dengan hujan itu buah-buahan yang beraneka macam 
jenisnya? Dan di antara gunung-gunung itu ada garis-garis putih dan merah yang 
beraneka macam warnanya dan ada (pula) yang hitam pekat. Dan demikian (pula) di 
antara manusia, binatang-binatang melata dan binatang-binatang ternak ada yang 
bermacam-macam warnanya (dan jenisnya). Sesungguhnya yang takut kepada Allah 
di antara hamba-hamba-Nya, hanyalah orang-oramng yang berilmu. Sesungguhnya 
Allah Maha Perkasa lagi Ma-ha Pengampun24F25 
 
       
Gambar 2. Ikan Mas Koi (Cyprinus carpio L) 
                                                             
25Syekh Saleh ibn Abdul Asiz ibn Muhammad Al Syekh, Tafsir Al Quran dan Terjemahannya (Cet 32 





Pada sisi badan koi, dari pertengahan kepala hingga batang ekor, terdapat 
gurat sisi (linea lateralis) yang berguna untuk merasakan getaran suara. Garis ini 
terbentuk dari urat-urat yang ada disebelah dalam sisik yang membayang hingga ke 
sebelah luar. Badan koi tertutup selaput yang terdiri dari dua lapisan. Lapisan pertama 
terletak diluar, dikenal sebagai lapisan epidermis. Sementara lapisan dalam disebut 
endodermis. Epidermis terdiri dari sel-sel getah yang menghasilkan lender (mucus) 
dipermukaan badan parasit yang menyerang koi. Lapisan endodermis terdiri dari 
serat-serat yang penuh dengan sel. Pangkal sisik dan urat-urat darah terdapat pada 
lapisan ini, juga sel warna. Sel warna ini mempunyai corak yang sangat kompleks. 
Dengan cara kontraksi, sel ini memproduksi larutan dengan empat sel warna yang 
berbeda. Adapun keempat warna sel yang diproduksinya adalah melanophore 
(hitam), xanthopore (kuning), erythropore (merah), dan guanaphore (putih). Koi 
merupakan jenis omnivora, yakni ikan yang dapat memangsa berbagai jenis makanan 
baik yang berasal dari tumbuhan dan binatang yang terdapat di dasar dan tepi 
perairan.26
Subphylum : Vertebrata 
 
Klasifikasi  
Phylum : Chordata 
                                                             
26Ibid, hal 13 
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Superclass : Pisces 
Class  : Osteichthyes 
Subclass : Actinopaterygii 
Ordo  : Cypriniformes 
Subordo : Cyprinoidea 
Family  : Cyprinidae 
Subfamily : Cyprininae 
Genus  : Cyprinus 
Spicies  : Cyprinus carpio L 
(Khairuman, dkk 2002). 
2. Anantomi  
Mulut koi berukuran cukup besar dan uniknya dapat disembunyikan letaknya 
di ujung moncong (terminal). Air bersama-sama dengan pakan memasuki rongga 
mulut. Pakan kecil langsung ditelan, sedangkan air keluar lewat lubang insang setelah 
keeping-keping insang menyerap oksigen yang terdapat di dalam air. Pakan masuk ke 
dalam kerongkongan yang sangat lebar, tetapi pendek. dari kerongkongan pakan 
dibawa ke usus yang panjangnya sekitar 5 kali tubuhnya. Di dalam tubuh koi terdapat 
gelembung renang yang berguna untuk mengatur keseimbangan tubuh didalam air. Di 
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depan sirip anus, sesungguhnya terdapat juga lubang peranakan yang berhubungan 
dengan gonade yang menghasilkan sperma pada jantan dan sel telur pada betina. 
Selain itu, juga terdapat lubang kencing dan lubang kotoran.27
Rahang banyak mengandung gigi yang berguna untuk mengunyah makanan. 
Terdapat sejumlah kelenjar mukosa, tapi tidak terdapat kelenjar ludah. Lidah kecil 
melekat pada dasar rongga mulut merupakan alat yang membantu gerakan 
pernapasan. Pharynx pada celah insang banyak mengandung lembaran-lembaran 
insang yang terletak sebelah menyebelah dan selanjutnya saluran pencernaan 
makanan menuju ke oesophagus terus ke ventrikulus. Antara dan intestinum terdapat 
klep pylorus. Didaerah sekitar pylorus terdapat tiga saluran kecil yang disebut caeca 
pylorus atau appendicus pylorus yang berfungsi sebagai alat sekresi atau absorpsi. 
Kecuali itu terdapat kelenjar pencernaan yang berupa hepar yang terletak dalam 
rongga badan setelah anterior dan mengandung vesica felea yang bersaluran menuju 





 Koi merupakan hewan yang hidup di daerah beriklim sedang pada perairan 
air tawar. Koi bisa hidup pada suhu 28 - 30ºC. Oleh karenanya, koi bisa dipelihara 
diseluruh wilayah Indonesia, mulai dari pantai hingga ke pegunungan. Koi tidak 
tahan mengalami goncangan suhu drastis. Penurunan suhu hingga 5ºC dalam tempo 
singkat sudah bisa menyebabkan koi kelabakan. Jika tubuhnya diselimuti lapisan 
                                                             
27Ibid, hal 16.  




putih hingga 7ºC, biasanya koi akan beristirahat di dasar kolam, statis. Kadang-
kadang koi masih bisa bertahan hidup pada suhu 2 - 3ºC. Namun kebekuan air 
umumnya akan menyebabkan ajal, kecuali dalam kolam dipasang alat sirkulasi untuk 
mencegah terjadinya kebekuan.29
Sistem peredaran darah terdiri atas jantung ikan yang terletak pada 
pericardium anterior pada rongga tubuh dan biasanya dibawah faring. Jantung ikan 
terdiri atas dua ruang yaitu satu aurikulum dan satu ventrikulum,. Darah mengalir dari 
jantung melalui aorta ventral dan arteri brankhial menuju ke insang untuk keperluan 
oksigenasi. Darah yang sudah mengalami oksigenasi selanjutnya melalui arteri-arteri 
lain masuk ke aorta dorsal. Aorta dorsal selanjutnya mengalirkan darah ke seluruh 
tubuh serta sebagian menuju ke pseudobrankhia untuk mendapatkan oksigenasi lebih 
lanjut. Selanjutnya darah dialirkan menuju ke retina yang membutuhkan oksigen 
tinggi. Aliran tersebut membawa nutrien dan oksigen. Tekanan sistolik ventricular 
tipikal sebesar 30-70 mmHg (4-9 Kpa) dan dastoliknya sebesar 10-30 mmHg (1,5-4 
kPa). Adapun detak jantungnya sangat tergantung pada suhu lingkungan.
 
30
Sistem pernapasan dilakukan oleh insang yang terdapat dalam empat pasang 
kantung insang yang terletak sebelah-menyebelah pharynx dibawah operculum. Tiap 
bilah insang terdiri atas banyak plat transversal yang dibungkus oleh lapisan 
epithelium yang banyak mengandung pembulu darah kapiler yang berada diantara 
afferent branchialis (lengkung insang) dan pada perbatasannya terdapat sisik duri 
 
                                                             
29Heru Susanto, Panduan Memelihara Koi (Cet II : Swadaya, 2008) hal : 18. 




yang berfungsi menahan makanan dan benda-benda keras lainnya lewat celah insang 
pada saat pernapasan berlangsung. Waktu bernapas operculum menutup melekat pada 
dinding tubuh, archus branchialis mengembang ke arah lateral. Air masuk melalui 
mulut. Kemudian klep mulut menutup, sedang archus branchialis berkontraksi, 
dengan demikian operculum akan terangkat terbuka, selanjutnya air mengalir ke luar 
filament. Pada saat itulah darah mengambil oksigen dan melepaskan banyak 
karbondioksida.31
Sistem ekskresi terdiri atas ginjal atau ren terletak antara vesica pneumatica 
dengan tulang vertebrae. Cairan yang mengandung sisa-sisa persenyawaan nitrogen 
dan hydrogen diambil dari darah dalam ren akan ditampung ke dalam vesica urinaria 
melalui ureter dan selanjutnya pengosongan dilakukan oleh sinus urogenitalia ke 
luar.Sistem Reproduksi pada mas koi berlangsung secara eksternal dan memiliki seks 
yang terpisah. Jantan koi akan matang gonad ketika berumur 2 tahun, sedangkan 
betina setahun lebih lambat yaitu ketika berumur 3 tahun. Musim memijah koi yaitu 
pada bulan April hingga Juni. Di Indonesia yang terdiri dari dua musim, koi bisa 
memijah sepanjang tahun, berbeda dengan daerah yang mengalami empat musim, 
seperti Jepang, dikabarkan koi kawin setahun sekali.
 
32
Di kolam pemijahan, koi kawin pada pukul 16.00 hingga pagi hari. Telur-telur 
hasil pemijahan akan diletakkan di akar tanaman atau kakaban. Frekuensi pemijahan 
bisa mencapai sebulan sekali. Induk betina yang mengeluarkan telurnya ketika dikejar 
 
                                                             
31Ibid, hal : 57  
32Ibid, hal : 58  
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oleh induk jantan dan secepat itu pula induk jantan akan segera mengeluarkan sperma 
diatas telur-telur tersebut. Telur bersifat menempel dan berbentuk bulat. Ukuran dan 
jumlah telur yang dihasilkan tergantung dari induknya. Diameter telur berkisar antara 
2,1 – 2,6 mm. ketika pertama kali keluar, telur berwarna kuning cerah. Namun 
warnanya kemudian akan berubah menjadi bening. Sekali memijah, seekor betinabisa 
mengahsilkan 200.000 – 400.000 butir telur. Suhu air mempengaruhi kecepatan 
penetasan telur. Semakin tinggi suhu air, akan semakin cepat pula telur tersebut 
menetas. Jika suhu air terlalu dingin, biasanya telur tidak menetas. Telur tidak 
menetas juga bisa jadi disebabkan oleh serangan jamur karena terlalu lama berada 
dalam kolam. Pada suhu 25ºC, telur akan menetas dalam tempo waktu 48 – 60 jam. 
Sementara pada suhu 20ºC, telur baru akan menetas setelah 4 hari. Pertumbuhan koi 
tergantung pada suhu air, pakan, dan jenis kelamin. Tidak ada binatang lain yang 
mempunyai pertumbuhan tidak teratur seperti koi. Dalam tempo setengah tahun, koi 
tumbuh sangat cepat. Pertumbuhan koi, berat, dan panjang badannya sejalan dengan 
umumnya.33
C. PCR (Polymerase Chain Reaction) 
 
1. Pengertian  
Reaksi berantai polymerase (polymerase chain reaction, PCR) adalah suatu 
metode enzimatis untuk melipatgandakan secara eksponensial suatu sekuen 
nukleotida tertentu dengan cara in vitro. Metode ini pertama kali dikembangkan pada 
tahun 1985 oleh Kary B.Mullis, seorang peneliti di CETUS Corporation. Metode ini 
                                                             
33Heru Susanto, Panduan Memelihara Koi (Cet II : Swadaya, 2008) hal : 15.  
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sekarang telah banyak digunakan untuk berbagai macam manipulasi dan analisis 
genetik. Pada awal perkembangannya metode ini hanya digunakan untuk 
melipatgandakan DNA, tetapi kemudian dikembangkan lebih lanjut sehingga dapat 
digunakan pula untuk melipatgandakan dan melakukan kuantitas molekul mRNA.34
Metode PCR tersebut sangat sensitive. Sensivitas tersebut membuatnya dapat 
digunakan untuk melipatgandakan satu molekul DNA. Metode ini juga sering 
digunakan untuk memisahkan gen-gen kopi tunggal dari sekelompok genom. Dengan 
metode PCR, dapat diperoleh pelipatgandaan suatu fragmen DNA (110 bp, 5  X  mol) 
sebesar 200.000 kali setelah dilakukan siklus reaksi selama 220 menit ((Mullis dan 
Faloona, 1989). Hal ini menunjukkan bahwa pelipatgandaan suatu fragmen DNA 
dapat dilakukan dengan cara tepat. Kelebihan metode PCR adalah bahwa reaksi ini 
dapat dilakukan dengan menggunakan komponen dalam jumlah yang sangat sedikit, 
misalnya DNA cetakan yang diperlukan hanya sekitar 5µg, oligonukleotida yang 
diperlukan hanya sekitar 1 mM dan reaksi ini biasa dilakukan dalam volume 50-100 
µl. DNA cetakan yang digunakan juga tidak perlu dimurnikan terlebih dahulu 
sehingga metode PCR dapat digunakan untuk melipatgandakan suatu sekuen DNA 
dalam genom bakteri hanya dengan mencampurkan kultur virus di dalam PCR.
 
35
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Gambar 3. Mesin PCR 
Yang sama mengesankannya metode PCR adalah kekhususannya. Primer 
menentukan urutan DNA yang diperkuat. Misalnya, PCR dapat digunakan untuk 
memperkuat gen spesifik sebelum pengklonan lebih lanjut di dalam sel. PCR 
membuat gen dan fragmen gen dalam DNA yang sangat berlimpah dengan demikian 
menyederhanakan tugas berikutnya untuk mencari suatu klon membawa gen itu. 
Sebenarnya PCR ini sangat spesifik dan ampuh sehingga materi awalnya bahkan 
tidak harus ada dalam materi awal dan DNA bisa berada dalam keadaan terurai 
(tegredradasi) sebagian.36
Empat komponen utama dalam proses PCR adalah (1) DNA cetakan yaitu 
fragmen DNA yang akan dilipatgandakan, (2) oligonukleotida primer, yaitu suatu 
sekuen oligonekleotida pendek (15 – 25 basa nukleotida) yang digunakan untuk 
mengawasi sintesis rantai DNA, (3) deoksiribonukleotida trifosfat (dNTP), terdiri 
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atas dATP, dCTP, dGTP, dTTP, dan (4) enzim DNA polymerase, yaitu enzim yang 
melakukan katalisis reaksi sintesis rantai DNA. Komponen lain yang juga penting 
adalah senyawa buffer.37
Teknik PCR untuk virus DNA terdiri dari tiga proses yaitu ekstraksi DNA 
virus, amplifikasi DNA dan deteksi DNA dengan menggunakan elektroforesis. Disisi 




Ekstraksi DNA atau RNA merupakan tahap awal pemeriksaan dengan metode 
PCR, yaitu serangkanian proses untuk memisahkan DNA dari komponen-komponen 
sel lainnya. Hasil akhir dari ekstraksi kemudian amplifikasi atau perbanyakan DNA 
target dimaksudkan untuk meningkatkan jumlah DNA target yang ada, sehingga  
dapat dideteksi dengan elektroforesis. Amplifikasi dilakukan dengan bantuan 
thermocycler atau yang lebih dikenal dengan alat PCR. DNA hasil amplifikasi belum 
bisa dilihat dengan mata telanjang. Untuk melihatnya, produk PCR ini perlu dianalisa 
lebih lanjut dengan diwarnai dengan Ethidium Bromida (EtBr) sebagai tahap akhir 
pada proses elektroforesis. Molekul DNA yang berikatan dengan EtBr akan 
berpendar (flourecence) bila dilihat dengan lampu ultraviolet (UV- trans-illumonitor). 
Panjang dan berat molekul DNA yang tampak berpendar dapat dihitung dengan cara 
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membandingkan dengan penanda (marker) yang telah diketahui berat molekulnya.39
2. Tahapan PCR 
 
Menurut(Wikipedia, 2008)  PCR  (Polymerase Chain Recation) memiliki tiga  
proses atau tahapan secara umum yaitu : 
  
Gambar 4. Tahapan PCR 
a. Denaturasi 
Denaturasi adalah proses pemecahan DNA target dari untaian ganda (double 
stranded DNA) menjadi untai tunggal (single stranded DNA) dilakukan dengan cara 
pemanasan pada suhu 94ºC. Biasanya pada tahap awal ini waktu yang diperlukan 
agak lama yaitu sekitar 5 menit untuk memastikan semua berkas DNA terpisah. 
Pemisahan ini menyebabkan DNA menjadi tidak stabil dan siap untuk menjadi 
                                                             
39Sunarto A. Prosedur pemeriksaan Ikan Karantina (Cet II :  Departemen perikanan dan Kelautan, 
2005)hal : 46. 
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templat (patokan) bagi primer durasi yang digunakan sekitar 1-2 menit. Tingkat 
denaturasi DNA tergantung pada tingginya suhu dan proses denaturasi DNA 
sebenarnya juga terjadi dalam kondisi fisiologis dan bahkan merupakan bagian dari 
proses fisiologis yang penting. Jika molekul DNA untai-ganda dipanaskan atau 
diperlakukan dengan alkali, ikatan hydrogen yang membentuk struktur untaian ganda 
akan mengalami kerusakan sehingga molekul DNA akan berubah menjadi molekul 
untaian tunggal (single-stranded). DNA sebenarnya merupakan struktur yang 
dinamis. Bagian-bagian tertentu struktur untai-gandanya membuka dan menutup 
membentuk struktur gelembung untai-tunggal (single-stranded bubbles). Fenomena 
ini disebut breathing, dalam aktivitas jasad hidup, keadaan semacam ini sangat  
penting artinya karena DNA dapat berinteraksi dengan banyak protein, misalnya 
dalam proses replikasi dan transkripsi. Fenomena breating banyak terjadi pada bagian 
yang kandungan A-T nya lebih tinggi. Dengan adanya A-T maka protein-protein 
yang terlibat di dalam proses replikasi dan transkripsi dapat berinteraksi dengan 
molekul DNA. 
b. Annealing. 
Penempelan primer kepada DNA untai tunggal. Pada suhu 56ºC, primer akan 
menempel pada pangkal dan ujung dari masing-masing DNA untai tunggal yang 
komplementer sehingga mengapit suatu daerah tertentu dari squerence DNA target. 
Suhu yang tidak tepat menyebabkan tidak terjadinya penempelan atau primer 
menempel disembarang tempat. Durasi tahap ini 1-2 menit. Sebenarnya waktu 
annealing yang biasa digunakan adalah 30-45 detik, bertambahnya waktu annealing 
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hingga 2-3 menit tidak cukup besar memberi pengaruh pada PCR, semakin panjang 
rantai primer yang digunakan maka semakin tinggi temperaturnya. Kisaran tempertur 
yang biasa digunakan antara 36ºC sampai dengan 72ºC, namun suhu yang biasa 
digunakan adalah antara 50-60ºC. Penggunaan primer yang pendek membutuhkan 
memerlukan temperature annealing yang sangat rendah, dan mendeteksi sangat 
banyak lokasi target yang memungkinkan pada DNA template, penggunaan DNA 
template ini dengan berat molekul besar pada metode ini, dapat menyebabkan 
terjadinya smear pada pola pita yang berbeda akibat dari ´self priming` dengan 
fragmen pendek dari DNA denaturasi. 
Manusia adalah makhluk yang diciptakan oleh Allah SWT sempurna adanya  
fi Ahsani Taqwin bila dibandingkan dengan ciptaannya yang lain buktinya adalah  
perkembangan ilmu pengetahuan dan teknologi sekarang ini memberikan gambaran 
begitu cerdas dan majunya manusia dalam peradabannya, semua kini dilakukan 
dengan cepat, apalagi diera sistem informasi sekarang ini yang sangat berkembang 
dengan pesat apa yang terjadi dibelahan dunia ini dapat diketahui dengan cepat. 
Kecerdasan yang dimiliki manusia ini sesuai dengan firman Allah SWT dalam surat 








                     
                   
Dan Sesungguhnya Telah kami muliakan anak-anak Adam, kami angkut 
mereka di daratan dan di lautan, kami beri mereka rezki dari yang baik-baik dan kami 
lebihkan mereka dengan kelebihan yang Sempurna atas kebanyakan makhluk 
yangTelah kami ciptakan39F40 
 
Maha Suci Allah SWT yang telah menciptakan manusia dari setetes mani 
yang hina kemudian menjadi segumpal darah, dari darah kemudian jadi segumpal 
daging yang membungkus tulang dan jadilah manusia, diantara makhluk-makhluk 
ciptaan-Nya hanya manusialah yang diciptakan fi ahsani taqwin dengan sempurna 
dan mengembang tugas untuk mengayomi makhluk-Nya yang lain dan Dia juga 
memberikan reseki kepada manusia agar mereka dapat hidup dengan baik dan 
bersyukur kepada-Nya 
c. Elongasi  
Elongasi adalah tahap pemanjangan, suhu untuk proses ini tergantung dari 
jenis DNA-Polimerase yang dipakai. Dengan ini Taq-polimerase, proses ini biasanya 
dilakukan pada suhu 76. Durasi yang diperlukan pada tahap ini sekitar 1 menit, 
sehingga pada akhir proses ini akan terbentuk 2 buah DNA untai tunggal baru yang 
komplemen terhadap sequence DNA ), hasil target. Karena hasil sintesa DNA dalam 
satu siklus dapat beperan sebagai cetakan (template) pada siklus berikutnya, maka 
jumlah DNA target menjadi berlipat dua pada setiap akhir siklus, dengan kata lain 
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34 
 
DNA target akan meningkat secara eksponensial, sehingga setelah 30 siklus akan 
terjadi milyaran ampflikasi DNA. Selanjutnya, DNA virus yang telah berlipat ganda 
jumlahnya dapat di deteksi dengan elektroforesis gel agarosa. Setelah diwarnai 
dengan Ethidium Bromida (ETBr) hasil elektroforesis yang berupa band DNA dapat 
dilihat dengan alat UV trans-iluminator dan diabadikan dengan kamera Polaroid. 
Selama tahap ini, Taq Polymerase memulai aktivitasnya memperpanjang DNA 
primer dari ujung 3´. Kecepatan penyusunan nukleotida oleh enzim tersebut pada 
suhu 72ºC diperkirakan antara 35 sampai 100 nukleotida perdetik, bergantung pada 
buffer, pH dan konsentrasi garam dan molekul DNA target.Apabila ketiga tahap 
dalam proses PCR telah dilakukan maka setiap satu segmen DNA pita ganda 
diamplifikasikan menjadi dua segmen DNA pita ganda yang identik, sehingga 
jumlahnya dua kali lebih banyak dari jumlah semula.  
Primer yang digunakan dalam PCR ada dua yaitu oligonukleotida yang 
mempunyai sekuen yang identik dengan salah satu rantai DNA cetakan pada ujung 
5´-fosfat, dan oligonukleotida yang kedua identik dengan sekuen pada ujung 3´-OH 
rantai DNA cetakan yang lain. Proses annealing biasanya dilakukan selama 1-2 
menit. Setelah dilakukan annealing oligonukleotida primer dengan DNA cetakan, 
suhu inkubasi dinaikkan menjadi 72ºC selama 1,5 menit. Pada suhu ini DNA 
polymerase akan melakukan proses polimerasi rantai DNA yang baru berdasarkan 
informasi yang ada pada DNA catakan. Setelah polimerasi, rantai DNA yang baru 
akan membentuk jembatan hydrogen dengan DNA cetakan. DNA rantai ganda yang 
terbentuk dengan adanya ikatan hydrogen antara DNA cetakan dengan DNA baru 
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hasil polimerasi selanjutnya akan didenaturasi lagi dengan menaikkan suhu inkubasi 
menjadi 95ºC. Rantai DNA yang baru tersebut selanjutnya akan berfungsi sebagai 
catakan bagi reaksi polimerasi berikutnya.41
Spesifik untuk KHV metode yang dipakai saat ini adalah metode IQ 2000, 
metode tersebut merupakan metode yang lebih cepat untuk pendeteksian dari pada 
metode sebelumnya seperti DTAB CTAB dan weizard genomic. Bila dibandingkan 
dengan metode sebelumnya, metode IQ 2000 memang merupakan metode yang 
praktis, karena pre mix dan juga nested telah berada dalam satu paket bersama 
dengan primer yang digunakan sehingga waktu pendeteksian lebih cepat. Sedangkan 
metode DTAB CTAB dan weizard genomic primer dan pre mix serta nasted harus 
diracik terlebih dahulu sehingga memakan waktu yang lama, memang metode 
tersebut lebih murah dibandingkan dengan metode IQ 2000, adanya pemilihan 
pendeteksian virus dengan metode tersebut dikarenakan sampel ikan yang telah 
masuk harus segera diketahui hasilnya,(dapat dikirim atau tidak), jika sampel tersebut 
positif maka dipastikan tidak mendapat sertifikat ikan layak kirim, sedangkan jika 
sampel hasilnya negatif maka  dapat sertifikat layak kirim. Dan sekarang metode ini 
telah banyak digunakan dilaboratorium virologi khususnya dibawah naungan 
Departemen kelautan dan Perikanan di Indonesia
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DNA cetakan yang digunakan sebaiknya berkisar antara  - molekul. 
Cara perhitungan untuk menetukan banyaknya molekul DNA catakan dapat dilihat 
pada apendiks. DNA cetakan yang dapat digunakan berupa DNA yang sudah 
dimurnikan dengan centrifuge gradien CsCl maupun dengan menggunakan sel yang 
dicampur dengan komponen PCR mencapai 95ºC, yang dimaksudkan untuk 
mendenaturasi DNA, sudah cukup untuk merusak sel yang memungkinkan 
oligonukleotida primer menempel pada DNA cetakan yang ada didalam sel. DNA 
yang digunakan sebagai cetakan dapat berupa rantai-tunggal maupun rantai ganda. 
Efisiensi amplifikasi biasanya lebih tinggi jika menggunakan molekul DNA yang 
sudah dilinierkan dengan suatu enzim retriksi tertentu daripada jika menggunakan 
DNA yang berbentuk singular.43
Konsentrasi primer yang optimal berkisar antara 0,1 – 0,5 µM (Gelfand dan 
White 1989) meskipun konsentrasi primer yang lebih tinggi dari 0,1µM dapat 
menyebabkan terakumulasinya hasil polimerisasi yang nonspesifik. Panjang 
oligonukleotida yang digunakan sebagai primer umumnya 18 – 28 nukleotida dan 
mempunyai kandungan G + C sebesar 50 – 60%. Sekuen oligonukleotida primer 
sebaiknya dicek apakah mempunyai kemungkinan membentuk hybrid antara primer ri 
satu dengan primer yang lainnya. Salah satu primer yang spesifik untuk mendeteksi 
KHV adalah klon DNA Sphl-5 dari Amerika.
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Tabel. 1. Jenis Primer Pada KHV 
Primer IQ 2000 Amplicon Reference 
F :5´-GATGAGCCAGGGCCATCGGGA-3` 
 R:5´-GTGTCGCCCGGGAGACGTACCA-3` 
  F :5´-CGGAGGCGACCACAAACTGAA-3` 
  R:5´-CTATCGTAGCAGCGGGAGTACG -3` 
  F :5´-CTCCCCGAGCAGGCCGATGACC-3` 

















Buffer yang dianjurkan untuk melakukan PCR adalah 10 – 50 mM Tris-HCl, 
pH 8,3 – 8,8 (pada suhu 20ºC). Untuk membantu proses penempelan primer (primer 
annealing), dapat juga ditambahkan KCl sampai konsentrasi 50 mM. Diatas 
konsentrasi ini, KCl justru akan menghambat aktivitas Taq DNA polymerase. Di 
samping itu perlu juga ditambahkan 1,5 mM . Komponen lain yang perlu 
ditambahkan adalah gelatin atau BSA (bovine serum albumin) sebanyak 0,1% 
(berat/volume) dan detergen non-ionik misalnya tween 20 sebanyak 0,05 – 0,1% 
untuk mempertahankan kestabilan enzim Taq DNA polymerase.45
Pipet dan tip yang digunakan untuk mengambil regensia adalah sumber 
kontaminasi yang rawan. Oleh karena itu, sebaiknya digunakan positive displacement 
pipettes yaitu suatu pipet yang menggunakan tip khusus. Tip khusus tersebut 
mempuyai plunger di dalamnya digunakan sebagai penekanan cairan yang akan 
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dimasukkan ke dalam tabung dan sekaligus memisahkan cairan reagensia dari pipet 
mikro penyedotnya sendiri sehingga tidak ada kemungkinan cairan reagensia dari 
pipet mikro penyedotnya. Untuk mengecek ada atau tidaknya kontaminan di dalam 
komponen reaksi yang digunakan, sebaiknya manfaatkan control. Caranya adalah 
dengan mencampurkan kompnen-komponen reaksi seperti biasa, tetapi tidak 
ditambahkan DNA cetakan, kemudian dilakukan inkubasi seperti biasa. Selain itu 
dapat juga digunakan control yang lain yaitu suatu fragmen DNA tersebut untuk 
menggantikan DNA cetakan dalam reaksi kontrol.46
3. Elektroforesis 
 
Elektroforesis adalah proses migrasi dari fragmen DNA di dalam gel yang 
direndam dalam larutan penyangga. Fragmen DNA yang lebih kecil berat molekulnya 
akan berjalan lebih cepat dari molekul DNA yang lebih besar. Perjalanan molekul 
DNA di dalam gel mengikuti arus listrik dari kutub negatif menuju positif. Semakin 
besar tegangan arus listrik, perjalanan molekul DNA akan semakin cepat demikian 
pula sebaliknya. Ada bermacam-macam zat kimia yang digunakan sebagai gel di 
dalam proses elektroforesis. Penggunaan jenis gel disesuaikan dengan tujuan yang 
akan dicapai. Pada kesempatan ini hanya ada dua cara yang akan disampaikan  yaitu 
elektroforesis Gel agarose (Agarose Gel Elektroforesis/AGE) dengan visualisasi 
menggunakan ethidium bromide dan menggunakan Elektroforesis Gel Polyacrilamide 
(Polyacrilamide Gel Elektroforesis/PGE). Dengan visualisasi menggunakan silver ada 
                                                             




Teknik elektroforesis dapat digunakan untuk analisis DNA, RNA, maupun 
protein. Elektroforesis DNA dilakukan misalnya untuk menganalisis fragmen DNA 
hasil pemotongan dengan enzim retriksi. Fragmen DNA yang telah dipotong-potong 
dapat ditentukan ukurannya dengan cara membuat gel agarosa, yaitu suatu bahan 
yang terbuat dari rumput laut. Gel agarose dibuat dengan melarutkannya dalam suatu 
buffer agar dapat larut dengan baik, pelarutannya dibantu dengan pemanasan, 
misalnya dengan menggunakan oven gelombang mikro (microwave oven). Dalam 
keadaan panas gel akan berubah menjadi cairan sehingga mudah dituang ke atas 
lempeng (plate) yang biasanya terbuat dari Perspex. Sebelum mendingin dan 
memadat pada ujung gel tersebut dibuat lubang-lubang dengan menggunakan 
lembaran Perspex tipis yang dibentuk menyerupai sisir. Sisir tersebut ditancapkan 
pada salah satu ujung gel yang masih cair, dengan dimikian pada waktu gel memadat 
dan sisirnya diambil terbentuklah lubang-lubang kecil. Ke dalam lubang-lubang kecil 
itulah sampel molekul DNA dimasukkan. Gel agarose yang sudah terbentuk 
kemudian dimasukkan ke dalam suatu tanki yang berisi buffer yang sama dengan 
yang digunakan membuat gel. Buffer dapat dibuat misalnya dengan trisasetat-EDTA 
(TEA) atau tris-borat-EDTA (TBE).
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Gambar 5. Mesin Elektroforesis. 
Teknik elektroforesis DNA berkembang sehingga analisis molekul DNA tidak 
hanya dapat dilakukan dengan prinsip elektroforesis linear. Beberapa teknik baru 
dikembangkan, misalnya teknik pulse field  alternation gel electroforesis (OFAGE), 
transverse alternating field electrophoresis (TAFE) dan lain-lain. Disamping itu, 
untuk keperluan tertentu, misalnya untuk penentuan urutan basa DNA (DNA 
sequencing), elektroforesis DNA dilakukan dengan menggunakan gel yang berbeda 
yaitu gel poliakrilamid.49
Setelah DNA dimasukkan ke dalam lubang sampel, arus listrik dialirkan. 
Kutub yang sejajar dengan lubang sampel DNA yang berupa kutub negatif, 
sedangkan lainnya positif. Oleh karena DNA bermuatan negatif maka molekul-
molekul DNA akan bergerak ke arah positif. Setelah beberapa waktu gel direndam 
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dalam larutan ethidium bromida menginterkalasi (menyisip ke dalam) DNA. 
Penggunaan ethidium bromida dimaksudkan untuk membantu visualisasi karena 
ethidum bromida memndarkan sinar ultraviolet. Jika gel disinari dengan ultraviolet 
dari bawah, maka akan tampak citra berupa pita-pita pada gel. Pita –pita tersebut 
adalah molekul-molekul DNA yang bergerak sepanjang gel.setelah dielektroforesis. 
Molekul RNA dapat dianalisis dengan prinsip yang sama, yaitu dengan menggunakan 




                                                             






A. Jenis Penelitian 
Penelitian ini merupakan penelitian yang bersifat deskriptif. 
B. Variabel Penelitian 
Variabel  Penelitian ini adalah KHV (Koi Harpes Virus) Pada Ikan Mas Koi 
(Cyprinus carpio L). 
C. Defenisi Operasional 
KHV adalah virus dalam golongan Harpesviridae yang menginfeksi ikan 
mas koi, di deteksi dengan menggunakan metode aplikasi Polymerase Chain Reaction 
(PCR), dengan melalui tahap denaturasi, annealing dan elongasi. 
D. Ruang Lingkup 
Penelitian ini dilaksanakan dari bulan Juni sampai dengan Juli 2010, di 
lakukan di Laboratorium Balai Besar Karantina Ikan Hasanuddin Makassar. Jalan. 








E. Prosedur Kerja 
1. Alat dan Bahan 
a. Alat 
Alat yang digunakan dalam melakukan penelitian ini adalah 
centrifuge, micropipete, pastle, mesin elektroforesis, mesin PCR, gel 
dokumentasi, timer, dissecting set, nampan bedah, laminary air flow vertical 
cabinet, block heater, Analitikal balance, microwave, vortex, aquarium, 
Blower, batu aerasi, selang aerasi, filter aquarium, serok, Thermometer, 
sarung tangan, masker dan kamera . 
b. Bahan 
Bahan yang digunakan dalam melakukan penelitian ini adalah ikan 
mas koi (Cyprinus carpio L)sebanyak 5 ekor, aquadest steril bebas pyrogen, 
agarose, PCR kit untuk KHV (primer Kit IQ ), lysis Buffer, etanol, 
ethidium bromide, TAE Buffer, tissue, microtube (1,5 ml, 1 ml, 0,5 ml), 
microtipe (putih, kuning, biru), EDTA 40x, es batu, almunium foil. 
Kriteria Sampel Yang Terinfeksi 
Serangan Infeksi Ringan 
1. Insang Tidak Berwarna Putih 
2. Mata Tidak Cekung Ke dalam  
3. Kepala Tidak Mengalami lesi 
4. Kulit Tubuh tidak mengalami hemoragik dan lesi 
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5. Hasil Uji PCR menunjukkan satu pita yaitu 290 
Serangan Infeksi Sedang 
1. Insang Berwarna Putih  
2. Mata Tidak Cekung ke dalam  
3. Kepala Tidak mengalami lesi 
4. Kulit Tubuh mengalami hemoragik atau lunturnya warna kulit 
5. Hasil Uji menunnjukkan dua pita yaitu 290 bp dan 440 bp 
Serangan Infeksi Berat 
1. Insang Berwarna Putih 
2. Mata Cekung Ke Dalam 
3. Kepala Mengalami Lesi 
4. Kulit Tubuh Mengalami hemoragik atau lunturnya warna kulit 









2. Cara Kerja 
a. Ekstraksi Dengan Menggunakan Metode IQ 2000 (Metode Standar 
Pemeriksaan HPIK Golongan Virus (KHV), Pusat Karantina Ikan 
Departemen Perikanan dan Kelautan). 
Mengambil bagian insang sampel ikan yang akan diuji sebanyak 0,04 
gram, memasukkan ke dalam mikrotube sebanyak 1,5 ml. Menambahkan 
500 µl Lysis buffer ke dalam mikrotube kemudian menghancurkannya 
dengan pastle. Memasukkan mikrotube ke dalam heating block pada suhu 
95ºC selama 10 menit kemudian disentrifuge dengan kecepatan 12.000 
rpm. Memindahkan 200 µl supernatan ke dalam mikrotube 1,5 yang baru 
dan menambahkan 400 µl dengan 95% etanol. Vortex, kemudian 
disentrifuge dengan kecepatan 12.000 rpm selama 5 menit kemudian 
membuang etanol dan mengeringkan pellet. Melarutkan pellet dengan 
TAE buffer. Jika ingin mengimplikasi langsung, menginkubasi sampel 
pada suhu 56ºC selama 15 menit. Vortex hingga bercampur. 
b. Amplifikasi Virus DNA (IQ  Detection and Prevention System). 
Menyiapkan Reagen First PCR dan Nasted PCR, sampel DNA yang 
diperlukan pada proses percampuran reaksi. Menyiapkan kontrol positif 
dan negatif kontrol ( O atau yeast tRNA). Membuat campuran 8µl 




First PCR Pre Mix    : 7,5 µl. 
IQ Zygme DNA Polymerase 2 unit/µl : 0,5 µl 
Pipet 8 µl RT-PCR reaksi ke dalam tube 0,2 ml. Menambahkan 2 µl 
sampel DNA atau larutan standar ke dalam campuran reaksi. Kemudian 
menyiapkan nested PCR mengamplifikasi seperti pada langkah pertama. 
Menambahkan 15 µl untuk setiap tube dengan komposisi sebagai berikut : 
Nasted Pre Mixed reagent   : 14 µl 
IQ DNA Polymerse 2 unit/ µl : 1,0 µl 
Vortex larutan hingga bercanpur. 
c. Electrophoresis  
Menambahkan 5-10 µl “Campuran produksi amplifikasi-loading dye 
ke dalam satu persatu sumuran agarose. 
Mengambil 5 µl DNA marker, memasukkan ke dalam sumuran agarose. 
Menghubungkan gel box dengan power supply sebelum dinyalakan. 
Memeriksa kembali electrode dan menggunakan 100-150 voltage (tidak 
boleh lebih dari 150 voltage). 
Menghentikan electrophoresis ketika proses running memperlihatkan 
warna biru gelap telah mencapai ½ atau 2/3 dari gel. Staining dan 
Observasi GelRendam agarose hasil electrophoresis dengan larutan 
Ethidium Bromide (50µ/100 ml) ke dalam nampan plastic selama 10 menit 
pada suhu ruang. 
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Kemudian mengeluarkan agarose dan merendam dengan aquadest ke dalam 
nampan plastic selama 10 menit. Membaca hasil akhir dengan meletakkan 
gel UV trans-illuminor dan mengamati berat molekul DNA target yang 
terlihat dengan jelas dan berpandar berupa pita dengan membandingkan 
berat molekul target dengan berat molekul yang digunakan. 
















HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
A. Hasil Penelitian 
1. Pengamatan Morfologi 
Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan, maka didapatkan ikan yang 
terinfeksi KHV hasil pengambilan dan pengamatan selama 10 hari. Jumlah sampel 
yang diamati pada penelitian ini adalah 5 sampel ikan mas koi (Cyprinus carpio L). 
Terlihat secara morfologi ikan yang terinfeksi mengalami kematian dalam jangka 
waktu 2 hari dan ada pula yang mengalami kematian selama 8 dan 9 hari setelah 
terinfeksi. Ikan yang mengalami infeksi KHV memiliki ciri-ciri insang yang berwarna 
putih dan pergerakannya tidak normal dalam aquarium, ikan yang terinfeksi lebih 
sering berenang ke permukaan dan mendekati batu aerasi (lampiran 3). Pada hari 
pertama setelah pengambilan sampel tersebut terlihatlah gerakan ikan tersebut sudah 
mulai tidak teratur, dalam hal ini ikan mengalami pergerakan miring, namun belum 
memperlihatkan ciri infeksi. Pada hari kedua satu ikan mengalami kematian dengan 
tidak memperlihatkan ciri terinfeksi, pada bagian insang maupun bagian kulit tidak 
ada hemoragik ataupun lesi, hanya saja ada pendarahan sedikit pada bagian sirip dan 
diperkirakan ikan tersebut terinfeksi ringan. Pada hari ketiga sampai hari delapan ikan 
mengalami pergerakan tidak teratur dimana ikan sering sekali berada pada posisi 
miring, ikan juga sering berenang ke permukaan dan bahkan ikan sering mendekati 
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batu aerasi. Tetapi memasuki hari ke Sepuluh dua ikan yang telah terinfeksi 
mengalami kematian dengan kondisi beberapa bagian lembar-lembar insang berwarna 
putih dan tidak mengalami hemoragik dan juga tidak memperlihatkan lesi, 
diperkirakan ikan tersebut terinfeksi sedang. Begitu juga pada hari ke sembilan ikan 
yang terinfeksi tersebut dua diantaranya mengalami kematian dengan ciri-ciri insang 
berwarna putih pucat dan kulit mengalami lesi pada bagian kepala dan pudarnya 
warna serta mata cekung ke dalam, diperkirakan ikan tersebut terinfeksi berat. 
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  Gambar  7. Serangan Infeksi Ringan  
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   Gambar 8. Serangan Infeksi Sedang 





    Keterangan  Ciri  
1. Kepala Normal 
2. Mata Normal 
3. InsangNormal  
4. Kulit Tubuh Mengalami 
Pendarahan. 
 Keterangan Ciri Infeksi 
1. Kepala Normal  
2. Mata Normal 
3. Insang Berwarna putih 
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              Gambar 9. Serangan Infeksi Berat          









Keterangan Ciri Infeksi 
1. Kepala Mengalami Lesi 
2. Mata Cekung Ke Dalam 
3. Insang Berwarna Putih 
4. Kulit Tubuh Hemoragik 
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2. Hasil Pengujian PCR 
Ikan yang terinfeksi dan mengalami kematian kemudian dilakukan  uji 
lanjutan sebagai hasil yang pasti yaitu uji PCR. Cara menganalisis datanya yaitu 
dengan deskriptif yakni dengan membaca data hasil berupa foto Polaroid sebagai 
hasil akhir PCR yang berisi  DNA marker (333, 484, 888), kontrol positif (290, 440, 
630), dan DNA sampel. Sampel pertama adalah ikan yang mengalami kematian pada 
hari kedua diuji dan hasilnya ikan  positif terinfeksi KHV, hasil foto berupa pita DNA 
menunjukkan posisi pita ikan berada pada 290 bp, hal ini berarti ikan tersebut 
terinfeksi ringan,. Sedangkan ikan yang mengalami kematian Pada hari ke Sembilan 
memperlihatkan hasil 3 posisi pita yaitu 290, 440, dan 630 dan dipastikan ikan 
tersebut mengalami infeksi berat. Berbeda dengan  ikan yang mengalami kematian 
pada hari ke sepuluh, hasil uji PCR menunjukkan bahwa ikan tersebut terlihat pada 
posisi 290, dan 440 bp, dipastikan ikan tersebut terinfeksi sedang. 
 
           
              Gambar 10. Terinfeksi Ringan 
 
          
Keterangan 
1. Marker (333, 484, 
888)bp 
2. Kontrol Positif(290, 
440, 630)bp 
3. Kontrol Negatif 
4. Sampel (290 bp) 
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484 888 290 
440 630 290 
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1. Marker (333, 484 , 
888)bp 
2. Kontrol Positif (290, 
440 dan 630)bp 
3. Kontrol Negatif 
4. Sampel(290 bp dan 
440 bp). 
Keterangan 
1. Marker (333, 484, 
888)bp. 
2. Kontrol Positif(290, 
440 dan 630)bp 
3. Kontrol Negatif 



















Berdasarkan hasil pengamatan pada ikan yang terinfeksi KHV dari hari 
pertama pengambilan sampel hingga hari ke sepuluh dan disesuaikan dengan hasil uji 
PCR, maka dapat dikatakan bahwa ikan yang terlihat pada gambar 7 yang mengalami 
kematian pada hari kedua tidak  memperlihatkan ciri-ciri KHV dimana ciri tersebut 
yaitu lembar-lembar insang yang berwarna putih pucat, tidak mengalami lesi dan 
hemoragik tetapi mengalami sedikit pendarahan pada bagian sirip, pendarahan pada 
sirip tersebut diperkirakan adanya infeksi sekunder yang terjadi yang disebabkan oleh 
bakteri dan selama masa pengamatan dalam aquarium memperlihatkan pergerakan 
yang tidak normal yaitu bergerak miring sejak hari pertama pengambilan sampel  dan 
sering berenang ke permukaan  seperti yang ditunjukkan pada gambar (lampiran 3). 
Dan hasil foto PCR yang ditunjukkan pada gambar 10 menunjukkan hasil positif 
terinfeksi, hal ini dapat dilihat dari terbentuknya band di 290 bp berdasarkan marker 
(333, 484, 888) yang dipakai serta kontrol positif (290, 440, 630). Hal ini berarti 
bahwa ikan tersebut  terinfeksi ringan. Ikan yang  tidak memperlihatkan ciri yang 
jelas terinfeksi KHV namun dari hasil PCR terbentuk pada band 290 bp maka dapat 
diindikasikan ikan tersebut adalah positif carrier (pembawa yang dapat menulari). 
Terbentuknya pita pada posisi 290 bp mengindikasikan bahwa adanya virion yang 
terdapat di sampel dan adanya kesesuaian basa oligonukleotida yang dihasilkan 
berdasarkan primer yang digunakan dan sequencing DNA virus yang terdapat pada 
ikan yang terinfeksi, hanya saja virion tersebut dalam jumlah yang sedikit sehingga 
tidak terlalu memperlihatkan ciri infeksi.  
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Koi dan ikan mas yang terserang KHV pada umumnya menunjukkan tanda 
putih pada selaput insang. Ikan seringkali berenang ke permukaan dan menunjukkan 
gangguan pernapasan. Tanda lainnya seperti mata tenggelam atau masuk, luka pada 
sekujur tubuh, lendir, yang berlebihan dan kulit yang pucat. Namun beberapa ikan 
yang terinfeksi bisa saja tidak menunjukkan tanda-tanda terlihat dengan kasat mata. 
Infeksi KHV ditandai terutama oleh adanya bercak merah atau kerusakan insang serta 
kematian massal ikan yang terserang. Selain itu biasanya diikuti oleh adanya infeksi 
sekunder berupa luka atau bercak putih di permukaan tubuh yang diinfeksi oleh 
bakteri bakteri seperti Aeromonas hydrophilia ataupun Flexibacter columunaris 
(Mudjiutami, 2007). 
Bakteri Aeromonas hydrophilia dan Flexibacter columnaris merupakan 
bakteri yang bersifat gram negative, berbentuk batang, motil. Merupakan agensia 
penyebab hemoragik septicemia (Bacterial Hemoragik Septicemia, BHS) atau MAS 
(Motile Aeromonas Septicemia) pada beragam spesies ikan air tawar.  Pada dasarnya 
kedua bakteri ini merupakan opertunis karena penyakit yang disebabkannya mewabah 
pada ikan-ikan yang mengalami strees atau pada pemeliharaan dengan padat tebaran 
tinggi. Tanda-tanda klinis infeksinya berupa adanya hemoragik pada kulit, insang, 
rongga mulut dan pendarahan pada bagian jaringan otot(Agus Irianto, 2006). 
Sampel dikatakan terinfeksi positif ringan KHV tatkala pada sampel tersebut 
menunjukkan pita 290 pada foto hasil PCR. Hal ini berarti bahwa pada ikan tersebut 
terdapat virion didalam organ yang terinfeksi, namun dalam jumlah yang sedikit, para 
peneliti sering menggolongkan ikan tersebut sebagai carrier, yang artinya dapat 
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menulari ikan yang lain apabila berada dalam satu wadah yang sama dengan ikan 
yang sehat (tidak terinfeksi) (Agus Irianto, 2006) 
Sampel yang terdapat pada gambar 8 adalah sampel yang mengalami 
kematian pada hari ke sepuluh. Pada sampel tersebut terlihat ikan mengalami 
hemoragik yaitu lunturnya warna pada kulit dan dibagian insang berwarna putih pada 
hampir pada semua lembar insangnya. Dan hasil dari PCR pada gambar11 
memperlihatkan ikan tersebut positif sedang, hal ini dapat dilihat dari tebentuknya 
dua pita yang muncul yaitu 290 bp dan 440 bp. Sebenarnya pada hasil foto PCR 
terbentuk 3 band namun band yang ketiga tersebut tidak sejajar dengan pontrol positif 
yaitu pada posisi 630 bp hanya sejajar dengan marker, dipastikan bahwa terbentuknya 
band ini dikarenakan oleh adanya kontaminasi pada alat  atau kurang sterilnya alat 
yang digunakan dan teknik pengerjaannya yang kurang kehati-hatian. Tetapi tetap 
dapat diartikan bahwa terbentuknya dua pita  mengindikasikan bahwa sampel tersebut 
terserang virion yang jumlahnya sedikit lebih banyak dari sampel yang pertama, dan 
adanya kesesuaian basa oligonukleotida yang dihasilkan pada primer dengan DNA 
virus pada ikan terinfeksi sehingga terbentuk dua band.  Berbeda halnya dengan 
sampel pada gambar 9 yang mengalami kematian pada hari ke sembilan .pada sampel 
tersebut terlihat ikan mengalami hemoragik, dan insang  memiliki warna putih pucat 
disemua bagian lembar insangnya, mata tenggelam atau masuk  dan terjadi lesi atau 
luka pada bagian kepala, dan hasil PCR pada gambar 12 menunjukkan terbentuknya 
tiga pita yaitu 290 bp, 440 bp dan 630bp. Secara kasat mata terlihat band yang 
terbentuk adalah 5 band namun band yang sesuai dengan kontrol positif yaitu 3 pita, 
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dipastikan dua pita lain yang terbentuk tersebut akibat dari kontaminasi alat yang 
digunakan atau dalam hal ini kurang sterilnya peralatan yang digunakan dan juga 
teknik pengerjaan yang kurang hati-hati, tetapi tetap dapat dipastikan bahwa tingkat 
serangan tersebut berat, hal ini berarti jumlah virion yang menyerang jauh lebih 
banyak dari pada virion yang menyerang pada ikan yang terinfeksi ringan maupun 
sedang, sehingga memperlihatkan ciri infeksinya. 
  Sampel yang diidentifikasi sebagai infeksi  positif sedang KHV adalah 
sampel yang secara morfologi memperlihatkan kondisi  ikan mengalami hemoragik 
pada bagian kulit berupa lunturnya zat warna kulit, dan pada hasil pengujian PCR 
memperlihatkan pita 290 bp dan 440 bp, posisi band tersebut telah menandakan 
bahwa adanya virion yang menginfeksi insang lebih banyak dari pada ikan yang 
terinfeksi ringan dan dibuktikan dengan adanya lembar-lembar insang yang berwarna 
putih pucat hampir disemua lembar insangnya. Sedangkan untuk tingkat serangan 
infeksi berat berupa hemoragik, adanya lesi ataupun luka, lendir kering disekitar 
bagian tubuh ikan.dan mata tenggelam atau masuk. Timbulnya hal tersebut 
kemungkinan diindikasikan  adanya serangan bakteri pada ikan tersebut sebagai 
manifestasi infeksi sekunder,  hasil uji PCR memperlihatkan tiga pita yaitu 290 bp, 
440 bp, 630 bp. Terbentuknya band tersebut  menandakan bahwa terdapatnya virion 
dalam jumlah yang sangat banyak menyerang sampel tersebut dan kemudian 
teramplifikasi. Hal lain yang dapat ditandai juga sebelum melakukan uji PCR adalah 
insang yang seluruhnya berwarna putih dan mengalami kematian kurang dari delapan 
atau sepuluh hari setelah terinfeksi (Gilda Lio, 2006). 
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Timbulnya suatu penyakit pada ikan dapat disebabkan tiga faktor, yaitu 
kondisi tubuh ikan yang kurang baik, lingkungan kolam yang kurang baik dan 
patogen atau hewan lain pembawa penyakit. Ketiga factor tersebut mempunyai 
hubungan yang erat sekali sebab bila salah satu faktor terjadi maka serangan penyakit 
pasti terjadi. Sakit pada ikan yaitu suatu keadaan yang abnormal yang ditandai 
dengan penurunan kemampuan ikan secara gradual dalam mempertahankan fungsi-
fungsi fisiologik normal. Pada keadaan tersebut ikan dalam kondisi tidak seimbang 
fisiologisnya serta tidak mampu beradaptasi atau menyesuaikan diri dengan kondisi 
lingkungan. Timbulnya kondisi tersebut disebabkan oleh adanya stress yang terjadi, 
strees yang terjadi karena belum adanya proses adaptasi ikan dengan lingkungan 
barunya, dapat juga akibat infeksi patogen yang dapat berupa virus, bakteri, fungi 
atau parasit. Sakit pula dapat pula di defesiensi atau mal nutrisi dan keadaan 
lingkungan kolam ataupun aquarium yang tidak bersih (Agus irianto, 2006) 
Penularan KHV terjadi secara horizontal diantara ikan mas dan ikan koi 
dengan masa inkubasi 4 – 5 hari atau lebih dari hari tersebut dan lamanya sakit 24-48 
jam (perakut). Tertularnya ikan tersebut diakibatkan oleh adanya kontak individu 
yang terkena penyakit dengan individu yang sehat dalam satu tempat, sehingga 
mengakibatkan individu yang sehat terinfeksi, penularan juga dapat terjadi melalui air 
yang memang mengandung banyak bibit penyakit dan kondisi lemah yang terjadi 
pada ikan. Dinamika infeksi penyakit pada ikan lebih disebabkan karena lingkungan 




 PCR adalah metode pendeteteksian virus yang banyak dipakai baik untuk 
virus pada manusia, hewan maupun tumbuhan. Keunggulan PCR terletak pada 
kecepatan, spesivitas dan sensivitasnya dalam mendeteksi mikroorganisme patogen, 
menjadikan teknik ini sebagai pilhan untuk deteksi ataupun diagnose penyakit. Selain 
itu PCR begitu spesifik karena dapat mendeteksi mikroorganisme pada tingkat 
DNAnya. Selain itu PCR juga sangat sensitif karena mampu mendeteksi satu partikel 
virus di dalam sel yang terinfeksi dengan cara meningkatkan jumlah DNA-nya 
sampai  (Natsir, 2002).  
Marker adalah sebuah penanda genetik berupa gen atau DNA urutan dengan 
lokasi yang dikenal pada kromosom yang dapat digunakan untuk mengidentifikasi 
sel-sel, individu atau spesies. Hal ini dapat digambarkan sebagai variasi (yang 
mungkin timbul karena adanya mutasi atau perubahan dalam lokus genomik) yang 
dapat diamati. Sebuah penanda genetik mungkin menjadi urutan DNA pendek, seperti 
urutan yang mengelilingi sebuah perubahan pasangan basa tunggal (polimorfisme 
nukleotida tunggal, SNP), atau panjang, seperti minisatellites. Fungi marker adalah 
memainkan peran dalam rekayasa genetik, karena mereka dapat digunakan untuk 
memproduksi normal, protein berfungsi untuk menggantikan yang rusak. Bagian 
yang rusak atau cacat DNA akan dihapus dan diganti dengan identik, tetapi berfungsi, 









Berdasarkan penelitian yang telah dilaksanakan, maka dapat disimpulkan : 
1. Tingkat serangan infeksi ringan ditunjukkan   dengan  terbentuknya satu  pita di 
290 bp. 
2. Tingkat serangan infeksi sedang ditunjukkan dengan terbentuknya dua pita yaitu 
290 bp dan 440 bp. 
3. Tingkat serangan infeksi berat ditunjukkan dengan munculnya tiga pita yaitu 290 
bp, 440 bp, dan 630 bp. 
B. Saran 
Sebaiknya diadakan uji lanjutan pada sampel yang terinfeksi ringan agar dapat 
dipastikan bahwa bakteri yang menginfeksi ikan yang menyebabkan luka tersebut 
atau pendarahan dapat diketahui dengan tepat sesuai analisa laboratorium, sehingga 
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A. Cara membuat Buffer 
1. TAE Buffer (Tris acetate EDTA) :  
Tambahkan 242 gr Tris base ke dalam 57,1 ml glasical acetid acid 
100 ml dan 0,5 M EDTA (pH 8,0) aduk dengan menggunakan magnetic 
stirrer. Simpan dalam suhu 4ºC 
2. EDTA (40x) 
Tambahkan 186 gr disodium ethylenediaminetetraacetate 2 O dalam 800 
ml akuades. Aduk dengan magnetic stirrer. Atau sampai pH 8 dengan 
menambahkan NaOH  (20 gr  NaOh pellet). Sterilkan dengan Autoclave. 
3. Ethidium Bromida 
Tambahkan 1 gr ethidium bromide ke dalam 100 ml akuades. Aduk dengan 
magnetic stirrer beberapa jam sampai ethidium bromide terlarut. Bungkus 
tabung dengan alluminium foil atau pindahkan ke dalam botol gelap dan 
simpan pada suhu kamar. 
4. Lysis Buffer 
Tambahkan 100 mM Tris HCl ph 8,3 ke dalam larutan 500 mM KCl, 10 mM 
Mg  dan 0,01 % gelatin (w/v) kemudian aduk dengan magnetic stirrer dan 






A. Foto Alat dan Bahan 
1. Alat 
  
       Centrifuge          Microwave 
 
    
     Analitikal Balance           Block heater  
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 Vortex      Mesin PCR 
 
         
    Mesin Elektroforesis    Gel Dokumentasi   
   
            




               Laminary Vertikal Air Flow 
                 Kabinet 
 
2. Bahan  
        
 Mikrotip kuning dan Putih      Mikrotip biru   
 
        
      ddH2O, Agarose, Lysis Buffer, TAE    Etanol 95% 




       
 Mikrotube 0,5 1,5 dan 1,0 
 
     












B. Pengamatan Ikan Di dalam Aquarium 
 
      Ikan dalam keadaan normal  
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C. Kegiatan Uji PCR 
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